a 


202303.10727v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


第 30 卷 第 1 期 材 料 研 究 ae 报 Vol. 30 No. 1 
2016 #15 CHINESE JOURNAL OF MATERIALS RESEARCH January 2016 


ASR ZB Se AZ AST EN 化 的 影响 * 


T W Bate? 陈 俊杰 : AKAY Bae? Bw 
1. 暨南 大 学 材料 科学 与 工程 系 广州 510632 
2. 人 工 器 官 与 材料 教育 部 工程 研究 中 心 广州 510632 
3. 国家 知识 产权 局 专利 局 专利 审查 协作 广东 中 心 广州 510530 


摘 要 模拟 天 然 骨 组 织 中 胶原 的 有 序 结构 , 构建 多 级 有 序 的 胶原 液晶 膜 , 以 胶原 非 液 晶 膜 作为 参照 , 通过 体外 的 仿生 矿 化 考 
察 了 胶原 液晶 模板 对 于 仿生 矿 化 的 影响 。 采 用 偏光 显微镜 、 扫 描 电 镜 、 原 子 力 显微镜 `.X- 射 线 衍射 等 手段 分 析 了 仿生 矿 化 不 
同时 间 后 在 两 种 模板 上 沉积 的 钙 磷 盐 的 形 貌 与 结构 。 结 果 表明 , 胶原 液晶 的 多 级 有 序 结构 对 仿生 矿 化 有 比较 明显 的 影响 ; 
与 胶原 非 液 晶 模 板 相 比 , 在 胶原 液晶 模板 上 沉积 的 钙 磷 盐 不 仅 在 微观 上 有 序 , 而 且 在 宏观 上 也 很 有 序 且 致 密 。 这 表明 , 胶原 
液晶 的 这 种 多 级 有 序 结构 有 利于 构建 仿生 骨 组 织 修复 材料 。 

关键 词 复合 材料 , 胶原 , 液晶 , 仿生 矿 化 , 有 序 结构 
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ABSTRACT To simulate the ordered texture of the collagen in natural bone tissue, membranes of colla- 
gen with hierarchically ordered texture were fabricated. The effect of templates made of collagen with 
and without ordered texture on the biomineralization process of calcium phosphate was comparatively 
studied in vitro. The morphology and structure of the deposited calcium phosphate on the collagen tem- 
plates were characterized by using polarizing microscope (POM), scanning electron microscope (SEM), 
atomic force microscope (AFM) and X-ray diffraction (XRD). The results show that the collagen with hier- 
archically ordered texture has obvious effect on the biomimetic mineralization process; on which the de- 
posited calcium phosphate is much more orderly and compact either in micro- or in macro scales. This re- 
sult indicates that the collagen with hierarchically ordered texture is beneficial to the building of biomimet- 
ic bone tissues as materials for repair of human bone etc. 

KEY WORDS composite, collagen, liquid crystal, biomineralization, ordered texture 


Bei EAE EF ON BR FAM eB ASP" 
E ir Sm AAA, 具有 良好 的 生物 活性 和 生 人 体 的 硬 组 织 骨 主要 由 胶原 纤维 和 和 钙 磷 盐 构 
物 降解 性 能 , 广泛 应 用 在 组 织 工程 中 "”。 胶 原 分 子 X, ee wT T 
是 典型 的 两 性 聚 电解 质 , 具有 三 股 螺旋 结构 , 可 自 组 ”和 骨 组 织 优良 的 力学 性 能 。 如 何在 体外 模拟 天 然 骨 组 
织 结构 并 构建 具有 高 度 有 序 的 骨 组 织 修复 材料 , 是 
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矿 化 "也 有 使 用 胶原 蛋白 与 钙 磅 盐 直 接 复合 来 构 
ERAPR”, BCE Ben SE CAS SCR. (EL, 
这 些 研 究 都 难以 得 到 从 微观 到 宏观 都 非常 有 序 的 复 
合 材 料 。 其 原因 是 , 这 些 体系 中 都 难以 使 胶原 分 子 
达到 一 种 从 微观 到 宏观 都 有 序 的 完美 状态 。 本 文 
作者 的 前 期 研究 发 现 , 胶原 的 液晶 相 可 满足 这 一 要 
R, 并 且 胶 原液 晶 相 织 构 对 细胞 的 取向 生长 也 有 明 
显 的 影响 ”。 因 此 , 本 文 基于 前 期 的 研究 构建 胶 
原液 量 膜 , 通过 仿生 矿 化 研究 胶原 液晶 模板 对 于 仿 
生 矿 化 的 影响 , 以 期 得 到 具有 从 微观 到 宏观 都 非常 
有 序 的 材料 。 


1 实验 方法 

1.1 胶原 膜 的 制备 和 仿生 矿 化 

按照 文献 [1 中 的 方法 制备 胶原 浓度 分 别 为 
10 和 40 mg/mL 的 非 液 晶 相 胶原 薄膜 和 液晶 相 胶 
原 薄 膜 。 分 别 配 制 10 和 40 mg/mL 的 胶原 溶液 , 使 
其 在 低温 磁力 搅拌 至 完全 溶解 。 用 间隔 低温 超声 
法 使 胶原 分 散 均 匀 , 用 注射 器 分 别 抽 取 一 定量 的 
胶原 溶液 (每 组 分 中 胶原 的 含量 均等 ) 于 单 唱 硅 片 
E, 然后 用 圆 形 盖 玻 片 均 匀 加 压制 成 薄膜 。 移 至 
充满 0.5 mol/L ZARA YR ARYA EY BS PALE OF 48 h 
后 , BF iA A 2 a EP 24 h, ea FR 
馏 水 洗 至 中 性 。 

按照 文献 [13] 配 制 模拟 体液 (SBF, 1x), 将 其 在 
4C 低 温 下 保存 在 聚 四 氟 乙 烯 瓶 中 。 将 0.1 g RA 
加 入 到 100 mL Tris-HCI(pH 8.8) 溶 液 中 溶解 , 配制 成 
0.1%( 质 量 分 数 ) 的 落 素 红 浴 液 。 

将 两 种 胶原 薄膜 分 别 置 于 一 定量 的 SBF 溶液 
中 ,在 37'C、100% 湿 度 条 件 下 分 别 矿 化 6h、12 h、24 h。 
在 各 个 时 间 点 取出 相应 的 胶原 薄膜 , 用 去 离子 水 充 
分 漂洗 。 
1.2 仿生 矿 化 膜 的 表征 

将 仿生 矿 化 6, 12h 后 的 矿 化 薄膜 在 室温 干燥 后 
进行 原子 力 显 微 镜 观察 ; 将 仿生 矿 化 24h 的 矿 化 薄 
膜 冷 冻 干 燥 , 喷 金 后 进行 扫描 电镜 观察 。 将 仿生 矿 
化 6h 的 两 种 矿 化 薄膜 分 别 用 0.1% 苗 素 红 Tris-HCl 
37C 染 色 30 min, 用 去 离子 水 漂洗 至 无 游离 苗 素 红 
后 在 光 镜 及 偏光 显微镜 下 观察 。 

将 仿生 矿 化 6, 12, 24 bh 的 薄膜 冷冻 干燥 后 用 
X 射 线 衍 射 分 析 仪 分 析 。X 射 线 衍 射 分 析 仪 采用 
fl SE, 管 电压 为 36 kV, 电流 20 mA, 对 样品 从 10° 
到 60° H47 20445 fH, 扫描 速度 为 44/min。 将 直径 
为 14 mm 的 两 种 胶原 膜 放 进 50 mL 的 离心 管 , 加 
入 30 mLSBF 后 置 于 37C 分 别 矿 化 6, 12, 24 h, 用 
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SBF 溶液 稀释 20 倍 进行 ICP 检测 其 中 Ca 和 了 元 
素 的 含量 。 


2 结果 和 讨论 


2.1 胶原 液晶 膜 的 组 织 和 形 貌 
在 各 个 矿 化 时 间 点 分 别 取出 40 mg/mL 液晶 胶 
原 薄 膜 , 在 偏光 显微镜 下 观察 矿 化 对 液晶 织 构 的 影 


图 1 40 mg/mL 胶原 液晶 膜 仿生 矿 化 不 同时 间 后 的 偏 

Fig.1 POM photos of texture of the 40 mg/mL collagen 
liquid crystal membrane mineralization in different 
time (a) before biomineralization, (b) biomineraliza- 
tion 6 h, (c) biomineralization 12 h, (d) biomineral- 
ization 24 h 
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响 。 从 图 1 可 以 看 出 , 胶原 典型 的 黑白 条 纹 交 叉 相 WR RY A NEF 45° a, 染色 条 纹 随 之 发 生 改 
间 的 胆 人 当 型 液晶 织 构 没 有 发 生 明显 变化 。 但 是 , 随 ” 变 。 这 表明 , 所 沉积 的 钙 磷 盐 也 具备 与 胶原 纤维 同 
着 矿 化 时 间 的 增加 双 折 射 的 现象 变 得 更 为 明显 ， 样 的 取向 性 , 钙 磷 粒 子 是 在 胶原 纤维 上 产生 了 内 沉 
条 纹 的 亮度 也 逐渐 增加 , 黑白 条 纹 的 间距 也 逐渐 增 。 积 。 但 是 , 由 于 10 mg/mL 的 胶原 膜 在 偏光 条 件 下 为 
加 。 推 测 其 原因 是 , 钙 磷 盐 晶 体 在 具有 液晶 取向 排 ” 上 暗 场 ,观察 不 到 同样 的 现象 。 


2.2 矿 化 后 胶原 膜 的 AFM 及 SEM 观察 
针对 上 述 的 结果 , 分 别 对 矿 化 6h 和 12h 后 胶原 
薄膜 进行 了 原子 力 显 微 镜 观 察 。 先 看 20 jamx20 um 
的 扫描 图 像 。 从 图 3a-d 可 以 看 到 , 无 论 是 矿 化 6h 
还 是 12h 对 两 种 胶原 薄膜 的 纤维 排列 分 布 没 有 发 生 


列 的 胶原 纤维 束 上 沉积 , 使 整个 胶原 基质 复合 膜 的 
结晶 性 有 所 加 强 , 表现 为 黑白 条 纹 的 双 折 射 现象 束 
更 为 明显 。 

为 此 , 在 仿生 矿 化 6h 时 取出 40 mg/mL 液晶 胶 
原 仿 生 矿 化 膜 , 匡 素 红 染 色 后 在 光 镜 及 偏光 显微镜 


下 观察 钙 磷 盐 的 沉积 效果 。 从 图 2 可 见 , 在 光 镜 条 ” ”明显 的 影响 。 非 液晶 薄膜 上 的 胶原 纤维 的 排列 仍然 
件 下 40 mg/mL 的 矿 化 膜 颜色 较 深 。 英 素 红 是 对 所 是 随机 分 布 且 无 序 的 (如 图 3a,c 中 白色 箭头 所 示 )， 
形成 的 钙 磷 盐 结 节 的 染色 "因此 表明 40 mg/mL 胶原 液晶 胶原 薄膜 上 胶原 纤维 自 组 装 为 沿 某 一 个 方向 
膜 上 所 沉积 的 钙 磷 盐 较 多 。 在 偏光 条 件 下 40 mg/mL 取向 排列 的 有 序 结构 也 没有 改变 (如 图 3b, d 中 白色 


W 
bs (2) 


=> 2 40 mg/mL 的 胶原 液晶 膜 仿 


图 3 胶原 膜 仿 4 


生 矿 化 6 经 黄 


Aa 


collagen membrane in polarizing microscope, (b) rotation 45°of Fig.a 


E 矿 化 不 同时 间 后 的 AFM 观察 


Fig.3 AFM images of two types of collagen membrane biomineralization in different time (a) biomineral- 


色 后 的 偏光 显微镜 观察 


Fig.2 Observation of alizarin red staining of collagen membrane after biomineralization 6 h (a) 40 mg/mL 


ization 6 h of 10mg/mL collagen membrane; (b) biomineralization 6 h of 40 mg/mL collagen mem- 


brane; (c) biomineralization 12 h of 10 mg/mL collagen membrane; (d) biomineralization 12 h of 


40 mg/mL collagen membrane; e, f, g, h are a, b, c, d partial view respectively 


-D 
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箭头 所 示 )。 再 从 5 umx5 jm 的 扫描 图 像 的 局 部 放 
大 图 (图 3e, fg, 由 可 以 进一步 观察 到 沉积 的 钙 磷 盐 
及 其 在 胶原 纤维 上 的 分 布 状况 。 在 图 3e 和 g 的 胶原 
非 液晶 薄膜 上 可 以 观察 到 胶原 纤维 的 螺旋 周期 条 纹 
结构 , 而 钙 磷 盐 结晶 分 布 在 胶原 纤维 螺旋 间隙 之 
间 。 随 着 矿 化 时 间 的 延长 , 在 胶原 纤维 螺旋 间 的 人 钙 
磷 盐 结晶 体积 略微 增 大 。 而 从 图 3f 和 bh 可见 , 液晶 
胶原 薄膜 上 钙 磷 盐 的 沉积 效果 却 稍 有 不 同 。 在 矿 化 
6 h 的 液晶 胶原 薄膜 上 胶原 纤维 明显 变 粗 , 但 是 仍 保 
持 一 定 的 螺旋 周期 性 条 纹 结构 , 而 钙 磷 盐 晶 体 除了 
部 分 在 胶原 纤维 螺旋 间隙 沉积 外 , 更 多 的 沉积 在 每 
根 胶 原 纤 维 螺旋 的 内 部 ; 而 矿 化 时 间 增 加 到 12P 时 
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沉积 且 均 匀 有 覆盖 , 随 着 时 间 的 增加 钙 磷 离子 由 在 每 
根 纤 维 内 部 沉积 并 增长 至 覆盖 整 根 胶 原 纤 维 , 然后 
再 在 纤维 与 纤维 之 间 的 空隙 处 沉积 , 得 到 非常 有 序 
致密 的 矿 化 层 。 而 在 非 液晶 胶原 膜 上 , 由 于 胶原 纤 
维 排列 无 序 , 即使 钙 磷 离子 也 先 在 胶原 纤维 内 沉积 
然后 在 履 盖 整 根 胶原 纤维 , 最 后 也 难以 形成 纤维 与 
纤维 间 的 有 序 矿 化 层 。 这 个 结果 说 明 , 胶原 纤维 的 
整体 有 序 性 对 最 终 矿 化 层 的 影响 较 大 。 

2.3 XRD 分 析 

图 5 给 出 了 矿 化 前 及 在 SBF 中 浸泡 矿 化 6h、12 hy 
24 h 后 两 种 胶原 薄膜 的 XRD 薄膜 衍射 测试 结果 图 
谱 。 从 图 5 可见 , 矿 化 前 的 胶原 只 有 一 非 唱 像 峰 , 液 


沉积 在 每 根 纤 维 内 部 的 矿物 变 多 而 把 纤维 的 螺旋 周 
期 性 条 纹 结构 覆盖 包围 , 然后 再 在 纤维 与 纤维 间 沉 
积 形成 纤维 间 沉 积 , 胶原 纤维 束 排列 的 更 为 紧密 。 


唱 相 与 非 液 晶 相 两 种 胶原 膜 之 间 也 没有 明显 区 别 
(图 5 中 b 与 ce)。 矿 化 不 同时 间 (6 h、12 h、24 h) JA, 在 
两 种 矿 化 膜 的 谱 图 中 32° 附 近 都 可 以 看 到 一 个 明显 


图 4 两 种 胶原 膜 仿生 矿 化 24h 后 的 SEM 观 察 
Fig.4 SEM images of two types of collagen membrane biomineralization 24 h, (a) non- liquid crystal 


phase of 10 mg/mL collagen membrane; (b) liquid crystal phase of 40 mg/mL collagen membrane 


这 表明 , 钙 磷 盐 在 胶原 纤维 上 的 沉积 效果 不 仅 与 胶 
原 的 自 组 装 形态 有 关 , 还 与 胶原 的 浓度 有 关 。 

从 矿 化 24h 后 胶原 膜 的 扫描 电镜 观察 (图 和 可 
知 , 在 非 液晶 相 胶 原 薄 膜 上 依然 能 看 到 胶原 纤维 随 
机 分 布 排列 (如 图 4a 中 黑色 箭头 所 示 ), 钙 磷 盐 随 着 
胶原 纤维 取向 沉积 ; 而 在 胶原 液晶 薄膜 上 胶原 纤维 
沿 某 一 方向 取向 排列 (如 图 4b 中 黑色 箭头 所 示 ), #5 
磷 盐 沿 着 胶原 取向 沉积 , 形成 致密 有 序 的 矿 化 层 。 
这 个 结果 与 在 电 纺 丝 所 制备 的 宏观 取向 有 序 的 胶原 
纤维 是 所 沉积 的 钙 碰 盐 为 片 状 晶体 完全 不 同 "3, 也 
与 在 具有 三 股 螺旋 的 胶原 纤维 上 所 沉积 的 钙 磷 盐 虽 
然 沿 着 胶原 取 癌 沉积 不 同 咒 , 本 文 在 胶原 液晶 膜 上 
沉积 的 钙 磷 盐 更 加 有 序 且 致 密 。 这 说 明 , 不 仅 胶原 
纤维 的 三 股 螺旋 结构 对 钙 磷 盐 沉 积 效 果 有 影响 , 胶 
原 的 宏观 组 装 结构 (液晶 形态 ) 也 影响 着 钙 磷 离子 的 
沉积 。 结 合 AFM 观察 结果 可 以 推测 , 胶原 液晶 膜 在 
SBF 的 矿 化 过 程 中 钙 磷 粒子 首先 在 每 根 纤 维 内 部 先 
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图 5 两 种 胶原 膜 仿 生 矿 化 不 同时 间 后 的 XRD 分 析 

Fig.5 XRD patterns of two types collagen membrane be- 
fore and after biomineralization (a) HA peaks ac- 
cording to JCPDS 9-432; non- liquid crystal of 10 
mg/mL collagen membrane before biomineraliza- 
tion (b), 6 h (d), 12 h (f), 24 h (h); liquid crystal of 
40 mg/mL collagen membrane before biomineral- 
ization (c), 6 h (e), 12 h (g), 24h (j) 
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的 衍射 峰 。 随 着 矿 化 时 间 的 延长 峰 强 度 随 之 增强 ， 
且 矿 物 在 液晶 胶原 膜 上 衍射 峰 强度 (图 5 F e, g,j) 均 
比 非 液晶 相 胶 原 膜 上 衍射 峰 强 度 ( 图 5 中 db) 的 
强 。 矿 化 6h 时 ,在 46" 附 近 两 种 矿 化 膜 上 出 现 (222) 
晶 面 衍射 峰 ( 图 $ 中 de), 强度 相近 。 但 是 随 着 仿生 矿 
化 时 间 的 延长 ,在 12h 与 24h 时 胶原 液晶 膜 上 的 衍 
射 峰 强 度 明 显 增加 (图 5 中 g, j), 但 非 液 晶 膜 上 的 衍 
射 峰 强度 没有 明显 的 变化 (图 5 中 fh)。 对 照 文 献 59 
的 XRD 结果 , 液晶 胶原 膜 矿 化 24h 后 的 XRD 图 谱 


Content / mg-L"' 


spr 


o w10 mai so sg) ret oe 40 roto Aa gin 


图 6 胶原 膜 仿生 矿 化 不 同时 间 后 SBF 溶液 中 的 Ca 了 含量 
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原 膜 上 的 钙 磷 比 为 1。 这 表明 , 在 这 段 时 间 内 所 沉积 
钙 磷 粒子 形成 了 DCPD, 而 随 着 仿生 矿 化 时 间 的 延 
长 沉积 的 钙 磷 盐 超 OCP、TCP 及 HAP 发生 了 一 定 程 
度 的 转变 。 但 是 非 液晶 胶原 薄膜 在 SBF 中 仿生 矿 
化 不 同 的 时 间 , 其 钙 磷 比 没有 变化 规律 , 比值 介 于 
1.1 到 1.4 之 间 , 且 矿 化 24h 时 钙 磷 比比 液晶 胶原 膜 
上 的 小 。 结 合 AFM、XRD 及 SEM 结果 可 知 , 胶原 液 
En a a ie 序 沉积 , 所 沉积 的 钙 磷 盐 
更 趋 于 体内 骨 组 织 中 钙 磷 盐 的 排列 形态 及 组 成 。 


Content / mg-L"' 
è 


F L 
s% w0 mal ao al n10 ee “0 wat wae a0 mah 


Fig.6 Content of Ca, P in SBF solution remaining after collagen membrane mineralization different time 


表 1 胶原 膜 仿生 矿 化 不 同时 间 后 膜 表面 的 Ca 与 P 比 


Table 1 Ca/P values deposition on the collagen membrane after mineralization different time 


6 h-10 mg/mL 6 h-40 mg/mL 12 h-10 mg/mL 12 h-40 mg/mL 24 h-10 mg/mL 24 h-40 mg/mL 
1.36+0.0407 1.00+0.0378 1.12+0.0271 1.00+0.0369 1.2940.0366 1.4840.282 
在 32* 和 46° 处 出 现 的 衍射 峰 与 天 然 骨 类 似 。 另 一 方 3 结 论 


面 , 随 着 矿 化 时 间 的 增加 先 出 现 32° 处 的 衍射 峰 然后 
再 出 现 46* 的 衍射 峰 , 这 与 该 文献 中 加 入 一 定量 的 非 


HH 


胶原 纤维 三 股 螺旋 结构 的 保持 及 纤维 的 有 序 性 
排列 对 仿生 矿 化 结果 有 比较 明显 的 影响 。 胶 原 的 液 


= 
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致 。 由 此 得 知 , 胶原 的 组 装 形态 对 钙 磷 盐 的 沉积 方 
式 与 堆积 形态 都 产生 了 一 ERRAN. 
2.4 仿生 矿 化 膜 的 Ca、 了 含 

ERR EL SSE BER 石 经 常 和 其 他 磷酸 盐 
如 DCPH、TCP、OCP、 无 定型 磷酸 钙 盐 等 共存 "其 
各 自 的 Ca/P 值 为 : FERE A (HAP, Ca/P=1.67)、 磷 
酸 氧 钙 (DCPH, Ca/P=1.0)、 磷 酸 三 钙 (TCP, Ca/P=1.5)、 
磷酸 八 钙 (OCP, Ca/P=1.33)"". HHA 6 Ay SL, 随 着 矿 化 
时 间 的 增加 SBF 深 液 中 的 钙 元 素 和 磷 元 素 的 含量 逐 
渐 减 少 , 且 在 每 一 个 相同 的 时 间 点 液晶 胶原 薄膜 组 矿 
化 液 中 剩余 的 含量 均 比 非 液晶 胶原 薄膜 组 上 的 要 
少 , 间接 说 明了 液晶 胶原 薄膜 上 更 能 促使 钙 磷 离子 
的 沉积 。 而 从 表 1 中 两 种 膜 在 不 同时 间 点 所 沉积 的 
钙 磷 盐 钙 磷 比 可 见 , 在 仿生 矿 化 6h 及 12h 后 液晶 胶 


唱 织 构 有 利于 钙 磷 离子 的 有 序 沉 积 , 液晶 胶原 膜 中 
胶原 纤维 独特 的 自 组 装 性 能 更 好 地 保持 了 胶原 分 子 
的 生物 活性 , 促使 沉积 的 钙 磷 盐 更 为 有 序 , 接近 生物 
骨 的 有 序 结构 形态 。 
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